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ABSTRAK 
Penelitian tentang ”Deteksi Variasi Genetik Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-α) Dari Sampel Klinis 
Tuberkulosis Dengan Metode Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)” telah dilakukan. 
Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi variasi genetik TNF-α dengan metode RFLP pada 
sampel klinis tuberkulosis dan non tuberkulosis (sebagai kontrol positif). Metode RFLP 
merupakan metode yang digunakan untuk mendeteksi variasi genetik TNF-α pada sampel klinis 
berdasarkan analisa enzim restriksi. Sampel berupa darah manusia yang kemudian DNA 
diekstraksi dengan Metode Boom. Keberadaan gen TNF-α dideteksi dengan teknik PCR 
menggunakan primer TNF-α  F:5’AGGCAATAGGTTTTGAGGG dan R:3’ACACACAAG 
CATCAAGGATACC dilanjutkan dengan proses elektroforesis gel agarosa. Hasil elektroforesis 
terdeteksi gen TNF-α pada 10 (sepuluh) sampel dari 8 (delapan) sampel yang positif menderita 
tuberkulosis dan 2 (dua) sampel yang bukan penderita tuberkulosis. Kemudian dilanjutkan 
dengan metode RFLP untuk mengetahui variasi genetik yang terjadi pada TNF-α. Metode RFLP 
ini menggunakan enzim restriksi NcoI dan dilanjutkan dengan proses elektroforesis gel agarosa. 
Hasil yang diperoleh tidak ada variasi genetik yang terjadi pada TNF-α karena hasil setelah 
dielektroforesis memperlihatkan semua pita DNA yang muncul adalah pita tunggal, jika terjadi 
variasi genetik maka akan terlihat dua pita DNA yang muncul dengan panjang fragmen DNA 
yang berbeda. Kesimpulannya adalah deteksi variasi genetik TNF-α menggunakan metode RFLP 
tidak terdapat variasi genetik pada sampel klinis tuberkulosis. 
 
Kata kunci: Metode Boom, NcoI, RFLP, Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-α). 
 
ABSTRACT 
This research about ”Detection of Genetic Variation Tumour Necrosis Factor-alpha (TNF-α) 
from Tuberculosis Clinical Samples with Restiction Fragment Length Polymorphism” has been 
done. This research aim to detection genetic variation TNF-α with RFLP method from 
tuberculosis clinical samples and non tuberculosis (as positive control). RFLP method is a 
method used to detect genetic variation TNF-α of clinical samples based on restriction enzyme 
analys. Samples is blood of human then DNA extracted with Boom Method. The presence of 
TNF-α gene detected by PCR technique with primer TNF-α F:5’AGGCAATAGGT 
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TTTGAGGG and R:3’ACACACAAGCATCAAGGATACC continued with the agarose gel 
electrophoresis process. Electrophoresis results TNF-α can be detected 10 samples of 8 positive 
tuberculosis and 2 samples negative tuberculosis. Then continued with RFLP method to know 
genetic variation that occurs in TNF-α. RFLP method using NcoI as restriction enzyme and 
continued with the agarose gel electrophoresis process. Results obtained no genetic variation that 
occurs of  TNF-α because the result after electrophoresis all of DNA bands showing that appear 
is single band, if the genetic variation occurs then will appear two DNA band with different of 
fragments length. The conclusion is detection of genetic variation TNF-α using RFLP method 
there are no genetic variation in clinical samples of tuberculosis. 
 
Keywords : Boom Method, NcoI, RFLP Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNF-α). 
 
PENDAHULUAN 
Penyakit tuberkulosis (TB) merupakan 
penyakit menular mematikan diseluruh 
dunia yang disebabkan oleh Mycobacterium 
tuberculosis (MTb). Sejak 1992 WHO telah 
mencanangkan TB sebagai Global 
Emergency. Mycobacterium tuberculosis 
telah menginfeksi sekitar dua milyar 
penduduk, sepertiga dari total populasi 
dunia, dengan tingkat kematian dua juta 
penduduk per tahun. Pada tahun 2005 
terdapat sekitar 8,8 juta kasus TB baru dan 
pada tahun 2007 meningkat menjadi 9,3 juta 
kasus TB (WHO, 2007). 
Mycobacterium tuberculosis 
merupakan bakteri intraseluler yang 
menyebabkan respon imun spesifik terhadap 
bakteri intraselular terutama diperankan oleh 
cell mediated immunity (CMI). Mekanisme 
imunitas spesifik ini diperankan oleh sel 
limfosit T   tetapi   fungsi   efektornya untuk  
eliminasi bakteri diperani oleh makrofag 
yang diaktivasi oleh sitokin yang diproduksi 
oleh sel T. Sitokin terbagi menjadi beberapa  
jenis yaitu antara lain tumor necrosis factor-
alpha (TNF-α), IL-1, IL-6 serta beberapa 
sitokin inflamasi   dengan   berat      molekul  
 
 
 
rendah yang termasuk golongan IL-8 
(Munasir, 2001). 
Tumor necrosis factor-alpha (TNF-
α) merupakan salah satu jenis sitokin yang 
dapat dijadikan pendekatan untuk 
mempelajari genetika TB dengan cara 
melihat ekspresi TNF-α sebagai fenotip 
menengah. Selain itu, TNF-α adalah sitokin 
yang juga aktif memiliki peran penting 
dalam merancang respon inflamasi pada 
penderita TB. TNF-α bekerja dengan 
mempengaruhi banyak jenis sel target, 
mampu merangsang bermacam-macam 
spektrum dari kegiatan proinflamasi (Dixit 
et al., 1990).  
Tumor necrosis factor-alpha 
merupakan sitokin pusat dalam patogenesis 
TB yang terlibat dalam pembentukan 
granuloma, menginduksi gejala termasuk 
demam serta penurunan berat badan, dan 
penting dalam penahanan infeksi laten MTb 
maka dari itu difokuskan pada TNF-α (Stein 
et al. 2008). Menurut Mohan et al. (2001) 
menunjukkan hasil bahwa TNF-α 
memegang peran penting dalam mencegah 
reaktivasi tuberkulosis persistent, 
memodulasi ekspresi pulmonal dari faktor 
imunologi spesifik dan membatasi respon 
patologis.  
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Menurut T Hohler (2002) & Baz et al. 
(2008) gen TNF-α lokasinya berada pada 
kromosom 6 (6p21.3) diantara HLA-B dan 
DR di region klas III pada Major 
Histocompatibility Complex (MHC). Saat ini 
dicurigai terjadi variasi genetik pada TNF-α 
penderita TB. Variasi genetik ditandai 
dengan adanya perbedaan urutan nukleotida 
antara individu.  Variasi genetik sedikit 
berbeda dengan polimorfisme, perbedaannya 
pada jumlah sampel. Jika variasi genetik 
jumlah sampelnya tidak ditentukan, maka 
polimorfisme jumlah sampelnya harus 
dalam populasi besar tetapi keduanya 
merupakan perubahan pasangan basa 
nukleotida. 
Dalam penelitian Merza et al. (2009) 
hanya TNF-α alel A pada posisi -308 
dikaitkan dengan TB paru, begitupun 
dengan penelitian Bikmaeva et al.  
menyebutkan hubungan alel A posisi -308 
dengan risiko TB paru. Jadi bisa dikatakan 
variasi genetik TNF-α yang terjadi pada 
penderita TB lebih berisiko mengalami 
infeksi di paru, hal ini terjadi karena variasi 
genetik TNF-α akan mempengaruhi proses 
transkripsi yang menyebabkan perbedaan 
tingkat produksi TNF-α . 
Metode untuk mendeteksi TNF-α 
pada penderita TB dapat digunakan metode 
Polymerase Chain Reaction (PCR). PCR 
adalah suatu metode enzimatis untuk 
amplifikasi DNA dengan cara in vitro. 
Produk PCR dapat diidentifikasi melalui 
ukurannya dengan menggunakan 
elektroforesis gel agarosa. Teknik PCR 
dapat dimodifikasi ke dalam beberapa jenis 
diantaranya PCR-RFLP, PCR-RAPD, 
nested-PCR, Quantitative-PCR, RT-PCR, 
dan inverse-PCR. Keunggulan PCR 
dikatakan sangat tinggi, hal ini didasarkan 
atas spesifitas, efisiensi, dan keakuratannya 
(Yusuf, 2010).  
Menurut Yang et al. (2011) saat ini 
pemanfaatan berbagai metode molekular 
berbasis PCR telah dirancang untuk 
mempercepat deteksi variasi genetik. Salah 
satu metode yang dapat digunakan untuk 
mengetahui variasi genetik TNF-α pada 
susunan DNA yaitu metode yang 
menggunakan enzim restriksi yang dikenal 
dengan sebutan “Restriction Fragment 
Length Polymorphism” (RFLP). 
Berdasarkan uraian di atas maka 
dilakukan penelitian deteksi variasi genetik 
pada gen TNF-α dengan metode RFLP pada 
sampel klinis tuberkulosis. 
 
METODE PENELITIAN 
Alat 
Alat yang akan digunakan dalam 
penelitian ini adalah sentrifuse, LAF 
(Laminar Air Flow), vortex, mikropipet, 
inkubator, tabung ependorf  bersekrup steril, 
tabung ependorf steril, tip steril, freezer, 
kulkas, rak tabung ependorf, tabung valcon, 
tabung vial PCR, therma cycler PCR, 
transilluminator UV, gel doc, tangki larutan 
penyangga elektroda, microwave, timbangan 
digital, erlenmeyer, sisir gel, cetakan gel,  
tabung ukur, sendok tanduk, 
spectrophotometer, sumur microplate, 
mikrosentrifius, dan oven. 
Bahan 
Bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah darah manusia, Primer 
TNF-α F:5’AGGCAATAGGTTTTGAGGG, 
R:3’ACACACAAGCATCAAGGATACC, 
L2 (Washing buffer), L6 (lysis buffer), Tris-
HCl, SiO2 (Silica dioxide), Etanol 70%, 
4 
 
aseton, buffer elektroforesis Tris acid-
buffer–EDTA, larutan loading dye 5x, 
larutan NaOH, larutan RNase-free water, 
guanidinium thiocynate (GuSCN), air 
destilata (dw), gel agarosa 2%, ethidium 
bromide, dNTP’s,  taq polimerase, NE-
Buffer, marker DNA 20 bp ladder, kertas 
parafilm, ds DNA Hs reagent, NcoI, NEB 
Buffer, ds DNA Hs buffer, ds DNA HS 
standart. 
 
Prosedur Penelitian 
Sampel  
Sampel klinis tuberkulosis berupa 
sampel darah manusia yang akan diisolasi 
DNA yang dilengkapi data dukung meliputi 
umur dan jenis kelamin merupakan koleksi 
Laboratorium Mikrobiologi & Imunologi 
Fakultas Kedokteran, Universitas 
Hasanuddin, Makassar. 
 
Ekstraksi DNA dengan Metode Boom  
 Sampel darah dimasukkan ke dalam 
L6 yang berada dalam tabung ependorf.  
Campuran buffer L6 yang telah mengandung 
DNA hasil ekstraksi disentrifus dengan 
kecepatan 13.000 rpm, bertujuan agar DNA 
hasil ekstraksi tersebut dapat mengendap di 
bagian dasar tabung. Supernatan yang 
terbentuk dari masing-masing sampel 
dimasukkan ke dalam masing-masing 
tabung ependorf dan ditambahkan suspense 
diatom (silica). Campuran sampel dan 
suspensi diatom divortex lalu disentrifius. 
Supernatan yang terbentuk dari setiap 
tabung dibuang.  
 Buffer pencuci L2 ditambahkan ke 
dalam sampel, dirotasi dan disentrifus pada 
13.000 rpm, kemudian supernatan dibuang. 
Endapan dicuci kembali dengan etanol 70% 
sebanyak 2 (dua) kali, lalu dirotasi dan 
disentrifus. Supernatan dibuang, endapan 
dicuci lagi dengan aseton dan disentrifus, 
kemudian supernatan kembali dibuang. 
Aseton yang tersisa dalam endapan 
(sedimen) diuapkan dengan membuka 
penutup tabung dan dipanaskan dengan oven 
pada suhu 56ºC. 
 Setelah sedimen mengering, 
ditambahkan air destilata , kemudian dirotasi 
secara merata sehingga sedimen dan 
suspensi tersebut dapat larut, lalu tabung 
diinkubasi dalam oven pada suhu 56ºC 
selama 10 menit. Kemudian, campuran 
tersebut disentrifus dengan kecepatan 
13.000 rpm selama 2 menit. Supernatan 
diambil secara hati-hati dan dimasukkan ke 
dalam tabung baru. Hasil ekstraksi disimpan 
pada suhu -20ºC. 
 
Pengukuran Konsentrasi DNA template 
Sampel DNA template disentrifius. 
Lalu dibuat Reagent Detecting Labelling 
yang dimasukkan kedalam tabung valcon. 
Setelah itu dimasukkan 45 µl air destilata ke 
tiap sumur microplate lalu ditambahkan 5 µl 
sampel DNA template. Lalu sebanyak 50 µl 
reagent ditambahkan ke tiap sumur yang 
telah ada air destilata dan DNA templatenya. 
Campuran yang telah berada dalam tiap 
lubang sumur kemudian dimasukkan ke 
dalam alat spektrofotometer lalu 
divisualisasi berdasarkan hasil Optical 
Density tiap sampel DNA template yang 
tertera di layar spektrofotometer dengan 
panjang gelombang 260 nm dan 320 nm. 
Untuk mengukur konsentrasi DNA template, 
hasil Optical Density tiap sampel DNA 
template dihitung dengan rumus sebagai 
berikut : 
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Amplifikasi DNA TNF-α dengan PCR 
 Sebelum melakukan proses 
amplifikasi dengan PCR, PCR Mix dibuat 
terlebih dahulu. Setelah PCR Mix dibuat 
ditambahkan DNA template yang telah 
diekstraksi dari sampel darah dimasukkan ke 
dalam tabung vial PCR. Kontrol negatif, 
tabung vial tidak ditambahkan DNA 
template tetapi ditambahkan distilled water. 
Setelah itu, masing-masing tabung vial PCR 
dimasukkan ke therma cycler PCR. 
Amplifikasi gen TNF-α dengan 
menggunakan primer TNF-α 
F:5’AGGCAATAGGTTTTGAGGG, dan 
R:3’ACACACAAGCATCAAGGATACC. 
Panjang basa TNF-α 143 bp. Amplikon 
divisualisasikan dengan elektroforesis pada 
gel agarosa 2% diwarnai dengan ethidium 
bromide. 
 
 Deteksi DNA dengan Elektroforesis  
Gel agarosa 2% dibuat dengan 
mencampurkan  serbuk agarosa ke dalam 
TBE (Trish Buffer EDTA) di erlenmeyer. 
Setelah itu erlenmeyer tersebut dipanaskan 
secara bertahap pada microwave hingga 
mendidih, lalu ditambahkan dengan 
Ethidium bromide kemudian dihomogenkan. 
Cairan gel didinginkan   pada suhu kamar. 
Setelah agak dingin, cairan gel dituang ke 
cetakan gel elektroforesis, kemudian 8 μl 
produk amplifikasi dicampur dengan 2 μl 
larutan loading dye 5x. 
Setelah tercampur dengan baik, 
masing-masing sampel dimasukkan ke 
dalam sumur gel agarosa 2% yang telah 
terendam dalam tangki yang berisi Trish 
Acid-Buffer-EDTA. Dimasukkan juga 
marker DNA 20 bp Ladder kedalam sumur 
gel agarosa, kemudian elektroforesis 
dijalankan pada tegangan 100 volt hingga 
sampel  darah berada pada ¾ dari volume. 
Setelah dielektroforesis sampel kemudian 
diamati pada sinar Ulltra Violet (UV) pada 
gel doc. 
 
Pemotongan dengan Enzim Restriksi 
 Primer yang digunakan untuk 
mendeteksi adanya mutasi gen TNF-α sama 
dengan primer TNF-α yang digunakan ketika 
amplifikasi gen TNF-α yaitu F:5’AGGC 
AATAGGTTTTGAGGG, R:3’ACACACA 
AGCATCAAGGATACC. Gen TNF-α 
dipotong dengan enzim  restriksi NcoI. Titik  
pemotongan pada basa nukleotida G/A 
dengan hasil produk RFLP yaitu 123 bp dan 
20 bp.  
Enzim NcoI dimasukkan ke masing-
masing tabung vial yang steril, lalu 
ditambahkan NEB Buffer, distilled water 
kemudian dihomogenkan menggunakan 
vortex selama ± 1 menit. Setelah itu 
ditambahkan produk PCR ke masing-masing 
tabung dan diinkubasi pada suhu 37ºC 
selama 24 jam, lalu disimpan pada suhu 4ºC.  
Hasil produk RFLP dideteksi dengan 
elektroforesis. 
 
Deteksi DNA dengan Elektroforesis 
Gel agarosa 2% dibuat dengan 
mencampurkan  serbuk agarosa ke dalam 
TBE (Trish Buffer EDTA) di erlenmeyer. 
Setelah itu erlenmeyer tersebut dipanaskan 
secara bertahap pada microwave hingga 
mendidih, lalu ditambahkan dengan 
Ethidium bromide kemudian dihomogenkan. 
Cairan gel didinginkan   pada suhu kamar. 
Setelah agak dingin, cairan gel dituang ke 
260 – 360 x pengenceran x 50 
total volume sampel 
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cetakan gel elektroforesis, kemudian 8 μl 
produk amplifikasi dicampur dengan 2 μl 
larutan loading dye 5x. 
Setelah tercampur dengan baik, 
masing-masing sampel dimasukkan ke 
dalam sumur gel agarosa 2% yang telah 
terendam dalam tangki yang berisi Trish 
Acid-Buffer-EDTA. Dimasukkan juga 
marker DNA 20 bp Ladder kedalam sumur 
gel agarosa, kemudian elektroforesis 
dijalankan pada tegangan 100 volt hingga 
sampel  darah berada pada ¾ dari volume. 
Setelah dielektroforesis sampel kemudian 
diamati pada sinar Ulltra Violet (UV) pada 
gel doc. 
 
Analisis Data 
Hasil deteksi PCR dengan 
elektroforesis dianalisis berdasarkan ada 
tidaknya pita DNA (band DNA) yang 
terbentuk dan data disajikan secara 
deskriptif dengan  menggunakan gambar 
hasil elektroforesis gel agarosa 2%. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Ekstraksi DNA dari Sampel Darah 
Sampel yang diekstraksi merupakan 
sampel klinis yang berupa darah manusia 
dari penderita tuberkulosis dan yang bukan 
penderita tuberkulosis (sebagai kontrol 
positif) bersumber dari koleksi 
Laboratorium Mikrobiologi & Imunologi 
Fakultas Kedokteran Universitas 
Hasanuddin. 
Sampel darah yang digunakan 
sebanyak 10 sampel dengan kondisi 8 
(delapan) sampel dari penderita TB dan 2 
(dua) sampel yang tidak menderita TB. 
Tahapan awal ekstraksi DNA dengan 
Metode Boom yaitu lysis DNA. 
Campuran buffer L6 yang telah 
mengandung DNA hasil ekstraksi 
disentrifus, bertujuan agar DNA hasil 
ekstraksi tersebut dapat mengendap di 
bagian dasar tabung. Supernatan yang 
terbentuk dari masing-masing sampel 
dimasukkan ke dalam masing-masing 
tabung untuk dicuci sebanyak dua kali 
dengan menggunakan 1ml buffer pencuci 
L2. Tahap pencucian ini bertujuan untuk 
membersihkan DNA dari molekul-molekul 
lainnya yang mungkin masih melekat 
dengan DNA. Pencucian pertama 
menggunakan etanol 70% yang berfungsi 
untuk menggabungkan DNA yang sudah 
dicuci dengan buffer L2, kemudian 
pencucian menggunakan aseton yang 
berfungsi dalam proses mengeringkan DNA. 
Dan tahap akhir penambahan air destilata 
yang akan mengikat DNA dari silica, juga 
digunakan sebagai larutan isotonis untuk 
menjaga DNA selama penyimpanan.  
 
         S1    S2     S3     S4      S5    S6     S7     S8      S9     S10 
 
 
 
 
 
Gambar 6. Hasil visualisasi ekstraksi DNA 
Keterangan : S1-S8 = sampel penderita 
tuberkulosis, S9-S10 = sampel bukan 
penderita tuberkulosis 
Ekstrak DNA yang telah diperoleh, 
kemudian dilihat kualitas DNAnya dengan 
elektroforesis.  
Hasil visualisasi ekstraksi DNA 
(Gambar 6) setelah dielektroforesis 
diperoleh pita DNA dari semua sampel 
darah kecuali pada kontrol negatif yang 
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tidak terdapat DNA. DNA berhasil 
terekstrak dan dapat dikatakan bahwa 
ekstraksi DNA sampel memperoleh hasil 
yang baik. 
 
Hasil Pengukuran Konsentrasi DNA 
template 
Tahap awal perhitungan konsentrasi 
DNA yaitu sampel disentrifius dengan 
kecepatan 13.000 rpm selama satu menit, 
kemudian dilakukan pengenceran 20 kali. 
Berdasarkan hasil perhitungan konsentrasi 
didapatkanlah jumlah konsentrasi seperti 
pada Tabel 1 : 
Tabel 1. Nilai kuantitas DNA template 
No. 
Sampel 
Optical Density 
(nm) 
Konsentrasi 
(μg/μl) 
λ 260 λ 320 
1.  0.095 0.042 0.53 
2.  0.114 0.054 0.6 
3.  0.139 0.047 0.92 
4.  0.133 0.045 0.68 
5.  0.142 0.047 0.95 
6.  0.139 0.045 0.94 
7.  0.146 0.048 0.95 
8.  0.145 0.045 1 
9.  0.15 0.05 1 
10.  0.172 0.061 1.1 
Perhitungan konsentrasi DNA 
merupakan hasil perhitungan konsentrasi 
DNA template. DNA template merupakan 
sampel yang diekstraksi, diamplifikasi dan 
diujikan dengan metode PCR-RFLP. Untuk 
dapat mendeteksi keberadaan gen TNF-α 
dapat dipengaruhi oleh konsentrasi DNA 
yang terekstraksi, pada orang normal 
(sampel 10 & 9) memiliki konsentrasi 
tertinggi sehingga hal ini juga yang 
menyebabkan munculnya pita DNA yang 
tebalnya tidak jauh berbeda dari 8 (delapan) 
sampel klinis tuberkulosis yang digunakan 
untuk melihat TNF-α. 
 
Amplifikasi DNA dengan PCR  
Semua sampel setelah diekstraksi 
dan dilihat hasil ekstraksi dengan 
elektroforesis kemudian dilanjutkan 
amplifikasi dengan metode PCR untuk 
menggandakan fragmen DNA.  Amplifikasi 
dengan PCR menggunakan primer untuk 
gen TNF-α yaitu primer 
F:5’AGGCAATAGGTTTTGAGGG dan 
R:3’ACACACAAGCATCAAGGATACC, 
panjang basa TNF-α 143 bp. Penggunaan 
primer ini sesuai dengan primer yang 
digunakan oleh Ya-Li et al. (2009) yang 
mendeteksi dan melihat hubungan 
polimorfisme gen TNF-α dan IL-6. 
Ketepatan pemilihan primer dapat 
dicocokkan dan disejajarkan (alignment) 
dengan data yang terdapat pada gene bank 
melalui www.NCBI.nlm.nih. Hasil blast 
menunjukkan adanya kesamaan gen yang 
digunakan sebagai primer TNF-α, seperti 
Gambar 7. 
 
(a) 
 
 
(b) 
Gambar 7. Homolog primer TNF-α dengan 
hasil blast dari NCBI :  
(a) Forward, (b) Reverse 
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Setelah dilakukan PCR pada sampel 
yang telah diekstraksi dan ditambahkan 
dengan primer spesifik maka dilakukan 
elektroforesis menggunanakan gel agarosa 
2%, hasil elektroforesis yang diamati 
dibawah sinar UV memperlihatkan 
ketebalan pita DNA yang hampir sama. 
Sampel 1 – 8 merupakan penderita TB, 
sampel 9 & 10 bukan penderita TB, 
ditambah dengan 1 kontrol yang berisi air 
destilata.  Hasil yang diperoleh ini 
menunjukkan bahwa semua sampel 
terdeteksi memiliki gen TNF-α dengan 
munculnya pita DNA setelah 
dielektroforesis. Ketika gen TNF-α telah 
terdeteksi maka selanjutnya dapat dilakukan 
pemotongan gen TNF-α untuk melihat 
adanya variasi genetik yang terjadi pada 
sampel klinis yang menderita TB. 
 
Hasil Deteksi Variasi Genetik dengan 
RFLP 
Setelah sampel diamplifikasi dengan 
PCR menggunakan primer TNF-α kemudian 
amplikon direstriksi menggunakan enzim 
NcoI. Enzim NcoI memotong molekul DNA 
pada urutan nukleotida 5’-C/CATGG3’. 
RFLP menggunakan program yang sangat 
signifikan karena memerlukan enzim 
restriksi yang spesifik seperti enzim NcoI.  
Hasil yang didapatkan pada sampel 
klinis yang diujikan yaitu tidak terjadi 
variasi genetik pada gen TNF- α. Hasil 
visualisasi menggunakan elektroforesis 
dapat dilihat pada Gambar 8. Semua sampel 
tidak ada yang terjadi variasi genetik karena 
hasil visualisasi setelah dielektroforesis 
memperlihatkan semua pita DNA yang 
muncul adalah pita tunggal, jika terjadi 
variasi genetik maka akan terlihat dua pita 
DNA yang muncul. Sebab enzim restriksi 
memotong pada posisi tertentu pada lokasi 
yang tidak saling berhubungan dan akan 
dihasilkan panjang fragmen DNA yang 
berbeda. Diketahui sampel yang digunakan 
memiliki panjang primer 143 bp tetapi 
apabila terjadi variasi genetik pada TNF-α 
maka enzim NcoI akan memotong DNA 
menjadi 123 bp dan 20 bp sehingga akan 
terlihat dua pita DNA ketika 
dielektroforesis.  
Pada dasarnya variasi genetik bisa 
saja terjadi atau tidak terjadi pada orang 
normal, biasanya dengan adanya variasi 
genetik memiliki hubungan dengan 
kerentanan seseorang pada suatu penyakit 
(Buak, 2014). 
 
Gambar 8. Hasil deteksi variasi genetik 
TNF-α  
 Sampel DNA yang digunakan 
menunjukkan bahwa gen TNF-α terdapat 
pada semua sampel termasuk dengan kontrol 
positif dan tidak terlihat adanya variasi 
genetik. Gen TNF-α merupakan sitokin yang 
diperlukan untuk menginduksi inflamasi 
dalam sistem imun dan mencegah untuk 
aktivasi kembali tuberkulosis tetap (Skoog 
et al., 1991). Selain itu, apabila terjadi 
variasi genetik akan menyebabkan 
terganggunya produksi protein sehingga 
apabila produksi protein dari gen TNF-α 
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menurun akan meningkatkan seseorang 
lebih mudah terkena TB paru.  
 
KESIMPULAN 
Berdasarkan hasil deteksi variasi 
genetik TNF-α dengan metode Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
pada sampel klinis tuberkulosis yaitu dapat 
digunakan untuk mendeteksi variasi genetik 
dan pada sampel klinis tuberkulosis yang 
dideteksi tidak terdapat variasi genetik. 
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